fasi 第 4 其 动 物 学 研究 Vol.8, No, 4 
19874£11,H ZOOLOGICAL RESEARCH Nov, , 1987 





Eitt (Lachesis muta) BWM 
的 纯化 和 性 质 研 究 


PRR 
Ch AE BB ETD 


Anthony T, Tu 
(Department of Biochemistry, Colorado State University, | Fort Collins, Colorade 80523) 


xam Buc dun: Re Bit 直线 梯度 ”纤维 蛋白 原 


摘 要 


应 用 Sephadex G—75 MERWE, DEAE-Sephadex A-50 B F 交换 层 析 和 
DEAE-3 SW Spherogel 高 压 液 相 层 析 三 步 分 离 纯化 程序 ， 从 巴西 巨 坚 蛇毒 中 获得 
一 个 具有 蛋白 水 解 酶 活力 的 出 血 毒素 了 一 开 和 了 一 下 。 它们 在 3DS 凝 胶 电 泳 鉴 定时 
显示 出 单一 的 蛋白 带 。 了 一 开 和 一 下 的 分 子 量 用 SDS 凝 胶 电 泳 测定 分 别 为 22, 000 
和 23,000， 而 等 电 点 分 别 为 6.50 和 6,12。 了 一 工 的 最 小 出 血 剂 量 是 25 微 克 ， 也 一 下 
是 0.5 徽 克 。 当 这 两 个 出 血 毒 素 分 别 与 纤维 蛋白 厌 保 温 时 ， 都 上 共有 像 胞 浆 素 水 解 纤维 
蛋白 原 的 作用 ， 它 们 的 分 子 中 都 含有 金属 Zn。 


出 应 毒素 主要 含 于 蝎 蛇 科 和 星 蛇 科 的 毒蛇 蛇毒 中 (Lee C. Y., 1979) 。 近 年 来 很 


多 猎 究 者 从 这 两 科 的 多 种 蛇毒 中 分 离 纯 化 了 出 血 毒素 《Oshima et al., 1972; Bjarna- 
son and A, T, Tu, 1978, Xu Xun ei al., 1981; Nikai e? al., 1984; Civello 


et al., 1983, Nikai et al., 1982, Ohsaka et a/,, 1973; Mori ef al., 1984, 
Huang ef al,, 1984, Mandelbaum ef al., 1984 ) 并 对 它们 的 性 质 进行 了 研究 。 从 
他 们 的 报道 中 说 明 一 种 蛇毒 不 只 含 一 个 出 血 毒 素 且 任 质 上 有 不 少 差异 。 

BEEN (Lachesis muta) 分 布 于 尼加拉瓜 、 哥 斯 达 葡 加 和 巴西 ， 身 长 可 达 12 
ER, BAR ALE, or ES Pa a A AE ee SE, Gutierrez and Cha- 


AKT 5 823H iaj WBMES 7] 8 LAMAR. 





366 zd 9p 学 研究 8 is 


rr —————————————— — 


ves (1980) MATE PRE ERE SE Shh, PRAM, AROCHOBJATS S 
E Mile SE AR hide T PE H8 T EXC CERA PER 


ORE 
ORF REPS (Lachesis muta) 毒 购 自 Miami Serpentarium 实验 室 ， 
Sephadex G-75, DEAE-Sephadex A-50, Pharmacia 产品 ， 两 性 电解 质 (PH 范围 从 
3.5 到 10 和 5 到 8) , LKB 产品 ， 高 压 液 相 层 析 仪 CHPLC) , Beckman 产品 ; JEBt4E- 
L- 精 氨 酸 乙 本 (BAEE) , XDEGARIKE-L- HR 甲 酯 (TAMEO , Pi M EE. NNE 
PUMOXPUPMEERE. Wu] T ROSE BN AAMS A Sigma ih. 
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1. Sephadex G-75 xb 5003€ zi E BEBE 0.01 Tris-HCI pir (pH 
7.9) 将 不 溢 的 沉淀 离心 弃 去 ， 上 清 液 加 在 事先 用 含 0.1M NaCl1 的 0.01M Tris-HCl 
冲 液 平衡 的 Sephadex G-75 # (3x92 cm) 上 ， 用 平衡 缓冲 液 洗 脱 。 自 动 部 分 收集 各 
收集 ，20 分 钟 收集 一 管 ， 每 管 3 毫升 。 分 离 结果 见 图 1A。 从 图 A 中 看 出 , 粗 毒 分 七 个 蛋 
白峰 。 对 各 蛋白 峰 进 行 出 血 活性 测定 ， 发 现 峰 工 和 嵘 人 具有 强 的 出 血 活性 。 合 并 峰 pm 
蜂 下 ， 分 别 对 去 离子 水 透析 ， 然 后 冻 干 进 行 下 一 步 纯化 。 

9, DEAE-Sephadex A-50 离 子 交 换 层 析 将 峰 玉 的 江干 样品 溶 于 0.01NM4 Tris- 
HCl irhpürR (pH7.9) ,加 入 先 用 缓冲 液 平衡 好 的 DEAE-Sephadex A-50 柱 《2.3x 
34cm) 上 ， 用 同一 缓冲 波 洗 脱 至 无 蛋白 峰 出 现 后 ， 改 用 0 一 0.34 NaCl 直 线 梯度 洗 脱 。 
流速 为 每 20 分 钟 3 毫升 / 管 。 结 果 见 图 1B。 在 层 析 分 离 的 三 个 蛋白 峰 中 , 峰 N — I ABA 
含量 最 高 ， 峰 四 一 下 次 之 ， 峰 有 一 工 最 低 。 由 于 峰 了 8 一 工 的 景 很 少 ， 所 以 只 检查 了 峰 玉 
一 工 和 蜂 和 一 下 的 出 应 活性 。 结 果 表 明 都 具有 出 血 活 性， 但 峰 了 一 工 比 gyi A 
多 。 两 个 蛋 握 峰 经 透析 和 冻 千 后 百 用 高 压 液 相 柱 进一步 纯化 。 

3. 高 压 液 相 层 析 (HPLC 层 析 )》 He E XRME Y — Eit Y — E ee DEAE 
-3 SW Spherogel HPLC # (0.75 x7.5cm) siib, NEBEBORJE 0.05M BEER RAE PEE 
(pH7.4) ， 直 线 梯度 是 0 一 0,25M NaCl, Hi280nm 波长 监测 ， 收集 蛋 只 峰 。 图 工 中 的 
C 和 D 分 别 是 了 一 I 和 X 一 下 在 HPLC 柱 上 的 分 离 结果 。 EXP ao DLE ON REESE AT 
别 对 去 离子 水 透析 去 盐 后 ， 冰 冻 干 燥 。 FARE Hk BOE d 9 WU — BA 


二 、 出 血 活性 测定 


按 Ownby C, L. et al., (1978) 的 方法 测定 出 血 活 性 。 每 5 只 小 扬 局 为 一 组 ， 
分 别 在 各 组 背部 皮下 注射 0.1 训 升 深 于 0,9% acCl 中 的 不 同 浓度 样品 液 ， 注 射 六 小 时 后 ， 
用 氨 仿 处 死 ， 剥 下 小 鼠 皮 肤 并 测量 注射 部 位 皮肤 出 血 班 的 面积 。 规 定 及 0.5cm 直 径 大 小 
的 出 血 斑 为 最 小 出 血 剂量 。 测 定 表 明 ， 正 一 了 的 最 小 出 血 剂量 为 25 微 克 ， 玉 一 和 的 最 小 
出 血 剂量 是 0.5 微 克 ， 粗 毒 为 2 微克 。 显 然 人 一 下 的 出 生活 性 比 N 一 I 强 ， 而 WN 一 I 的 
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Figure 1 Separation and purification of hemorrhagic toxins from Lachesis 
Muta venom 

A, Isolation of hemorrhagic toxins a and b from Lachesis Mula venom on 

Sephadex G-75-40, Column size was 3x92 cm, at 4°C, and the solvent 

was 0,01 M Tris-HCI buffer containing 0,1 M NaCl, pH 7.9. Flow 

rate of 9 ml/h was used with 3 ml fractions collected, 

Purification of hemorrhagic toxins a and b from the peak KW of Sephadex 

G-75-40 by DEAE-Sephadex A-50, Column size was 2,83 x 34cm, at 4°C, 

and the solvent was 0.01 M Tris buffer, pH 7,9, with a linear gradient 

from O to 0,4 M NaCl in total volume of 1000 ml, Flow rate of 9 ml/h 

was used with 3 ml fractions collected, 

C, Purification of hemorrhagic toxin a from the peak Jy — I of DEAE-Sepha- 
dex A-50 on HPLC with DEAE-3 SW Spherogel column (0,75 x7.5cm) 
and the solvent was 0,05 M sodium phosphate buffer, pH 7.4. Gradient 
was from O to 0.25 M NaCl in the same buffer, 

D. Purification of hemorrhagic toxin b from the peak WN— of DEAE-Sepha- 
dex A-50 on HPLC with DEAE-3 SW Spherogel column (0.75 x 75cm) 
and the solvent was 0,05 M sodium phosphate buffer, pH 7,4, Gradient 
was from O to 0,25 M NaCl in the same buffer, 


His fe HUNG S t. 


三 、 分 子 量 和 等 电 点 测定 

应 用 常规 的 SDS- 芭 再 酰胺 凝 胶 电 访 方 法 测定 纯化 组 分 的 分 子 量 。 以 牛 AES 
(MW.66,000) 、 蛋 清白 蛋白 (MW. 45,0000 , HHS 9m AC MW. 36,000), 
RM etm (MW. 29,0000 , REAR (MW. 24,0000 、 胰 蛋白 了 酶 抑制 剂 《MW 。 


ed 
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20,000) #la—SLA BA (MW. 14,200) 作 为 标准 蛋白 ， A116 UE P REN REE IK 
度 进行 电泳 。 用 插入 法 从 电泳 染色 的 蛋白 带 求 得 末 知 分 子 量 样 品 的 Rf 信 ， 再 从 标准 蛋白 
的 对 数 坐 标 图 上 读 取 所 测 样品 的 分 子 量 。 用 这 种 方法 测 得 一 工 的 分 量子 是 22, 000， 
—Y HA T- 9 7923, 000, 

等 电 点 的 测定 是 采用 聚 丙 栈 胺 凝 胶 的 等 电 聚 焦 方法 。 两 性 电解 质 的 pjj 范 围 是 用 P 
3.5 一 10 进 行 初 测 ， 当 大 约 知道 样品 的 等 电 点 在 PH6 左 右 后 ， 改 用 PH5 一 8 范围 的 两 性 电 
解 质 对 所 测 样品 进行 聚焦 测定 , MEN — T B5 46 96.50, 而 了 一 下 的 等 电 点 是 6. 12, 


四 、 酶 活力 测定 


1, 蛋白 水解 酶 的 活力 测定 g Kunitz (1947) 的 方法 ， 以 酷 蛋 白 作 底 物 ， 酶 与 变 

性 的 酷 蛋 自在 37?C 水 浴 中 反应 一 定时 间 后 ， 用 三 氧 醋酸 沉淀 未 水 解 的 酶 蛋白 。 过 滤 后 ， 

将 上 清流 与 Folin 酚 等 试剂 显 色 ， 测 定 660nm 光 密度 。 用 Tu A, T. ef al, (1967) 的 方 

法 计算 酶 的 活力 。 即 ; rare 
《单位 = 一 一 

酶 活力 (单位 /毫克 酶 ) XH 


8 一 工 的 活力 为 8,08 单 位 /毫克 酶 。 分 钟 ,了 一 下 的 活力 是 8,2 单 位 /毫克 酶 ， 分 钟 。 

2, 精 令 酸 钱 酶 活力 测定 — AOR BE-L- a (TAME) ACE PRR 
Zi (BAEE) 作 底 物 。TAME 和 BAEE 作 底 物 的 活力 测定 按 Tu A. T.(1967) 的 方法 
分 别 测定 反应 液 的 247nm 和 253nm 光 密 度 。 实 验 结果 ， 这 两 个 纯化 的 出 多 毒素 都 不 显示 
WARM RIE 71. 

3. BRIA DINI — 根据 Wells and Hanahan (1969) MAE. TAR M E 
席 物 。25 微 升 酶 深 液 加 入 2 塞 升 溶 在 95% 乙 醋 和 5% 甲醇 中 的 底 物 溶液 (158 moles/ml) 
和 内， 剧烈 播 动 30 秒 钟 后 ， 在 室温 下 放置 10 分 钟 。 加 入 5ml SOMBRE RM eM, 
当 一 加 入 95% 乙 醇 后， 立即 用 深 在 90% 乙 醇 中 的 0.02M NaOH 湾 定 释放 出 的 脂肪 酸 ， 加 
入 1 滴 酶 红 作 为 指示 剂 。 用 此 法 没有 测 出 一 工 和 一 二 的 磷 也 栈 A, 的 活力 。 


) x1000 
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参照 Heinrikson 等 《1985) 的 方法 ， 将 氨基 酸 转 换 成 异 硫 氰 酸 蔡 脂 后 ， 应 用 坟 ;s 反 
相 柱 〈0.46x 25cm) 在 HPLC 的 254nm 吸 收 进行 分 析 。 色 氨 酸 分 析 采 用 Edelhock H, 
(1967) 方法 ， 让 蛋白 溶解 于 62M 盐酸 孤 中 ， 测 定 溶液 288 和 280nm 的 吸收 ， 由 读数 计算 
BARN SH. 

MR AE KIEK: — E dp 196 个 氨基 酸 残 基 组 成 ， 了 一 下 由 
204 个 换 基 柄 残 基 组 成 .用 分 光 光 度 法 没有 测 出 这 两 个 组 分 的 色 氟 酸 。 表 I 表明， 它们 的 
MSR, RN 一 下 中 的 Glx 和 phe 有明 显 地 多 于 一 I， 而 1/2 Cys OF 
下 一 工 。 

AX. Hm px Erg SERES IER 


按 Ouyang 和 Teng (1976) 的 方法 ， 配 制 1 % 的 纤维 蛋白 原 溶液 《党 在 10 mM BE e 
溶液 中 ) 。 取 0.1 毫 升 1 % 纤 维 蛋 白 原 溶液 与 0.1 毫 升 样 品 溶 滤 《 每 毫升 10 微 克 ) 在 37°C 
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Table Į. Amino Acid Composition and Molecular Weight of Hemorrhagic 


Toxins from Lachesis Muta Venom 
a et 

















Amino Residues 
Acid Hemorrhage a Hemorrhage b 
Asx 26 27 
Glx 18 23 
Ser 16 18 
Gly 11 12 
His 8 7 
Thr 25 23 
Arg 8 a 
Ala 19 9 
Pro S 6 
Tyr 6 3 
Met 3 2 
Val 5 ? 
1/2 Cys 16 11 
He 7 T 
Leu 12 12 
LAs 5 7 
Phe 15 19 
Total residues 196 204 
MW based amino acid analysis 21,911 daltons 22,982 daltons 
MW based on SDS electrophoresis 22,000 daltons 23.000 daltons 





水 浴 中 保温 ， 按 指定 时 间 取 出 放 入 六 浴 中 停止 反应 。 这 样 得 到 的 水 解 混 和 该 经 过 3Ds 和 
-~ 斑 基 乙 醇 变 性 后 ， 用 聚 再 燃 酰胺 凝 胶 电 泳 检 查 酶 解 结果 《〈 见 图 2 中 六 和 8 及 图 3 中 
的 A 和 B) 。 图 2 中 ， 妈 是 出 多 毒素 W 一 工 ， 命 名 为 出 血 毒素 a， 呈 是 W 一 下 ， 命 名 为 
出 血 毒素 b。 图 3 中 ，A 是 胞 浆 素 对 纤维 蛋白 原 的 水 肖 结 果 ， D 是 凝血 栈 对 纤维 蛋 摇 原 
的 水 解 图 谱 。 从 图 2 中 可 以 看 到 纯化 的 两 个 酶 首先 水 解 纤维 蛋白 原 中 的 4- 尾 ， 接 善 水 
解 B - 链 。 随 着 保温 时 间 的 延长 ，B - 链 逐 渐变 小 。 因 此 ， 纯 化 的 这 两 个 带 蛋 白梅 活力 的 
出 血 毒素 极 似 胞 效 素 对 纤维 蛋白 原 的 作用 ， 且 活力 很 强 。 与 图 PABER, BRA 
于 凝血 醇 对 纤维 蛋白 原 的 作用 。 


七 、 最 适 温度 测定 


最 适 温 度 的 测定 是 采用 常规 测定 蛋白 水 解 酶 的 方法 ， 只 是 醇 与 底 物 栈 蛋 白 保 温 的 温 
度 不 同 。 本 实验 选择 了 25”、30”、35”、40”、46 , 50° , 55^ , 60" , 70° , 
80^ 和 90"C 等 11 种 温度 下 保温 ， 然 后 用 三 毛 融 酸 停止 反应 。 经 Folin GRAB A, NU 
定 660nm 的 光 密 度 。 从 图 4 可 知 ， 在 上 述 实 验 条 件 下 , 出 血 毒 素 a (NW 一 1) 和 b CY 一直) 
的 最 适 温度 均 为 50°C。 
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Figure 2, Proteolytic acion of 
hcmorrhagic toxins a and h 
on fibrinogen 


A. Reduced SDS polyacrylamide 
gel electrophoretic pattern of 
fibrinogen degradation products 
by the hemorrhagic toxin a, 
Lanes 2 through 7:Fibrinogen 
+ the hemorrhagic toxin a 
(10pg/ml) incubated for 0, 
5, 15, 30,60, and 120 min, 
Lanes ]:Protein standards 
with shown molecular weights, 


B. Reduced SDS polyacrylamide 
gel electrophoretic pattern of 
fibrinogen degradation produ- 
cts by the hemorrhagic toxin 
b. Lanes 2 through 7:Fibrin- 

A hace ogen + the hemorrhagic toxin 

C oux bees e b (10ng/ml) incubated for 0, 

5, 15, 30, 60, and 120 min, 

Lane 1:Protein standards with 

shown molecular weights, 
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Figure 3, Proteolytic action of 
plasmin and thrombin on fi- 
brinogen 


A. Reduced SDS polyacrylamide 
gel electrophoretic pattern of 
fibrinogen degradation produ- 
cts by plasmin, 

Lanes 2 through 7:Fibrinogen 
+plasmin (0,1 unit/ml) inc- 
ubated for 0, 5, 15, 30, 60, 
and 120 min, 

Lanes 1: Protein standards 
with shown molecular weights, 


B. Reduced SDS polyacrylamide 
gel electrophoretic pattern of 
fibrinogen degradation produ- 
cts by thrombin, 

Lanes 2to 7:Fibrinogen + th- 
rombin(10 units/ml) 
incubated for 0, 5, 15, 30, 
60, and 120 min, 

Lane 1: Protein standards 
with shown molecular weig- 
hts, 
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八 、 人 金属 离子 的 测定 


金属 离子 的 分 析 借 居于 Beckman 

me 原子 吸收 调节 系统 【Model 1301, 
RY DB-G Specirophotometer) 3t fj. 
à 用 禅 品 透析 液 作 对 照 ， 所 有 的 溶 波 都 
3 uns HE 3: IT S DR PR E Kl, BUT 
F a 算 结 果 ， 每 克 分 子 的 了 一 下 含有 0,76 
= agan b NN 克 分 子 Zn 离子 ， 而 每 克 分 子玉 一 下 
NN 含有 0.77 克 分 子 的 Zn 离子 。 我 们 还 

o 10 36 30 4D 50 00 测定 了 Ca, Fe, Me duKssgr T, E 
m c 计算 结果 ， 它 们 的 含量 几乎 接近 于 


Figure a» Proteolytic roiacl (7 em rTh: me tovine a ar 


pon cazen uncer differen. temperatures. $, 


Hood 


我 们 采用 Sephadex G-75 RIRH Bea ( Lachesis mute) 毒 进行 第 一- 
2b 2r BEHIXKS$RI-L EB. Hob Du y EROR MBH. JA Ji Hp ORT HD ERG 
DEAE-Sephadex A-50 和 HPLC # Z ot 45 3j T SDS NE rk SES HL LE a b 

(W—IREF-E). Htm án EySEMIEESE S AME ER IISEX, 

纯化 的 两 个 出 血 毒 素 对 底 物 酷 蛋白 具有 水 解 作 用 ， 而 且 都 含有 金属 元 子 S. Nikai 
et al, (1982) 研究 了 出 血 、 蛋 白水 解 活力 和 锌 离子 含量 之 间 的 关系 后 ， 认 为 出 血 毒 
素 部 上 其 有 蛋白 水 解 活 力 并 含有 刍 离 子 。 不 管 什么 地 区 的 毒 巡 蛇毒 的 出 血 毒素 含 锌 的 量 是 
相同 的 。 我 们 的 实验 结果 也 支持 了 他 们 的 结论 。 

出 血 毒 素 玉 一 三 和 WW 一 页 对 纤维 蛋白 原 的 水 解 试验 结果 ， 可 以 看 到 它们 首先 水 解 纤 
eS SRW Ao Ge, 而 旦 水 解 速度 很 快 ， 接 着 水 解 BB 链 , 但 水 解 的 速度 较 慢 。 从 图 2 可 
以 看 出 保温 120 分 钟 时 几乎 只 水 解 BB 链 的 一 半 。 我 们 将 酶 量 加 大 一 信 ， 保 温 120 分 钟 ， 
BB 链 全 部 消失 。 这 结果 表明 ， 它 们 与 凝血 酶 有 区 别 , MATA 和 和 BB 类 型 的 纤维 蛋白 原 
酶 。 

有 趣 的 是 ， 出 血 毒 素 玉 一 五 和 WW 一 至 的 的 分 子 量 只 相差 1, 000， 等 电 点 非常 接近 ， 
STREAK KRAMER RA KRM RRS, WA AA Se RS 
K? 这 或 因 绪 构 不 同 而 引起 出 血 功 能 的 不 同 。 从 氨基 酸 的 组 成 分 析 得 知 ， 玉 一 I 含有 16 
个 半 胱 氨 酿 ， 而 下 一 站 只 有 11 个 半 胱 氨 酸 。 前 者 可 在 蛋白 中 形成 8 对 二 硫 键 ， 后 者 具 能 
形成 5 对 二 硫 键 ， 蛋 白质 中 二 硫 键 对 稳定 空间 结构 起 着 重要 作用 。 为 证 实 它们 的 结构 差 
蜡 ， 我 们 测定 了 这 两 个 成 分 N- 末 端的 部 分 氨基 酸 顺 译 和 Raman 光谱 分 析 ， 结 果 将 另 加 
整理 报道 。 
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STUDIES ON PURIFICATION AND CHARACTERIZATION 
OF HEMORRHAGIC TOXINS FROM LACHESIS MUTA VENOM 


Ran Yonglu 
(Kunming Institute of Zoology, Academia Sinica) 


Anthony T, Tu 
(Department of Biochemistry, Colorado State University Fort, Collins, Colorado 80523 USA) 


Hemorrhagic toxins V —{ and WV —J with proteolytic activity were iso- 
lated from Lachesis muta venom by Sephadex G-75, DEAE-Sephadex A-50 
and DEAE-3 SW Spherogel HPLC, They both have a single band on SDS- 
polyacrylamide gel electrophoretogram, NW — Y has a molecular weight of 
22,000 with 196 amino acid residues, And y —RK has a molecular weight of 
23,000 with 204 amino acid residues, The isoclectric points of K—] and 
W —] are 8.5 and 6,12, respectively, Both contain 0,77 mole of zinc per 
mole of protein, The Aa and Bp chains of fibrinogen were hydrolyzed without 


affecting r chain, The optimal temperature is 50°C, 


Key words | Lachesis mute Hemorrhagic toxin Gel filtration 


Chromatography Straight gradient Fibrinogen 


